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Malignant gliomas are the most malignant and prevalent intracranial tumor. 
Despite recent advances in diagnostics and treatments, prognosis for advanced 
patients suffering from these diseases remains poor. One of the important reasons is 
that active cell migration and invasion of GBM cells ultimately lead to ubiquitous tumor 
recurrence and patient death. Although our understanding of GBM carcinogenesis 
has been steadily improving, the factors that mediate GBM invasion are still poorly 
understood. So it is important to understand dispersal mechanisms and 
characteristics of the invasive population. 
MicroRNAs (miRNAs) are a class of endogenous, small nonprotein coding 
single-stranded RNA molecules, which are crucial post-transcriptional regulators of 
gene expression. miRNAs regulate gene expression in a sequence-specific fashion; 
miRNAs bind to 3’untranslated regions (UTRs) of mRNAs and then affect the 
translation and/or stability of that mRNA, leading to a reduction in protein levels. 
Tumors analyzed by miRNA profiling have exhibited significantly distinct miRNA 
signatures compared to normal cells from the same tissue. The abnormal levels of 
miRNAs in tumors have important pathogenetic consequences. Some miRNAs are 
over-expressed in tumors and act as oncogenes, promoting tumor aggravation by 
down-regulating tumor suppressors. On the other hand, tumors lost miRNAs generally 
participate in oncogene overexpression. Recent evidence has indicated that some 
miRNAs can function as oncogenes as well as tumor suppressors. miRNAs are 
attractive candidates of upstream regulators in metastatic progression because they 
may regulate a number of invasion and metastasis-related genes. These findings will 
be useful in identifying potential candidates for targeted therapeutic intervention of 
GBM. 
In this study, we evaluated the expression profile of miRNAs related to migration 
and invasion in human U87 and CHG-5 using miRNA microarray and identified 














verified the function and target gene of miR-200c. 
 
Methods   
The microRNAs related to migration and invasion of glioma were detected by 
microRNA array;  
The level of miRNAs was detected by real-time polymerase chain reaction (Real-time 
PCR) analysis; 
The level of miR-200c was suppressed by antisensenucleic acids treatment; 
Colony forming assay and MTT assay were used to detect the cell proliferation; 
Bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation analysis was used to detect synthesized 
DNA of proliferating cells; 
Cell scratch assay was performed to detect cell migration, and cell invasion assay 
was performed using Transwell chambers; 
The effect of miR-200c on the protein level of PTEN and Akt was detected by Western 
blotting analysis. 
 
Results   
1. miR-200a, miR-200b, miR-200c were the key miRNAs related to migration and 
invasion of glioma; 
2. Inhibition of miR-200c expression resulted in inhibited cell growth of U251 cells 
significantly; 
3. Inhibition of miR-200c expression resulted in reduced synthesized DNA of U251 
cells significantly; 
4. Inhibition of miR-200c expression resulted in reduced Colony forming of U251 cells 
significantly; 
5. Inhibition of miR-200c expression resulted in reduced cells of migration and 
invasion of U251 cells in transwell significantly; 
6. The target gene of miR-200 were PTEN and Akt performed by Bioinformatics 
Analysis and Prediction of software. After significantly down-regulated miR-200c 
expression, the protein level of PTEN were up-regulated, and the protein level of Akt 
















1. miR-200c enhances cell proliferation ,migration and invasiveness of glioma; 
1. miR-200 was the key miRNA related to migration and invasion of glioma; 
2. The target gene of miR-200 maybe PTEN.  
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第一部分  侵袭迁移关键 miRNA 的获得及初步验证 
 
 












1. miRNA 表达谱可能帮助肿瘤诊断 
miRNA 表达谱可能帮助肿瘤诊断和预后[16]。Northern-blot 和芯片可以用来确定组
织特异性的 miRNAs 表达。在特定的器官中观察到的独特的 miRNA 表达谱证明了发
育过程中 miRNAs 在干细胞的维持和引导细胞分化中的重要作用。研究人员现在开始
使用 miRNA 表达特征来对肿瘤进行分类，并且确定那些可以用来估计预后的 miRNA 
标记。 
肿瘤的 miRNA 表达特征反映了其发育起源，这也与 miRNAs 指导组织特异性发育
功能相一致。整体来讲，miRNAs 可能与细胞进入分化程度更高的阶段有关，比如其可
以是人进入老年的生物标记[17]。肿瘤和正常组织的 miRNA 表达谱差异代表了这些细胞
的分化水平的差异，这些研究确定了 miRNAs 为“oncomirs”，暗示异常的 miRNA 表达
可能导致去分化，引起肿瘤发生[18]。 
一个确定多种肿瘤的 miRNA 表达谱特征库，可以帮助诊断和治疗肿瘤。由于




2. miRNA 可作为肿瘤的治疗手段 
miRNAs 具有重要的肿瘤抑制基因的功能，可能会对肿瘤的基因治疗产生很大的影
响。类似于上面比较肿瘤和正常组织的 miRNA 水平的方式，进行大范围的 miRNA 表




























材  料  方  法 
 
一、材  料 
脑胶质瘤细胞株：人脑胶质瘤母细胞 U87 细胞株（WHO 分级为Ⅳ级）购于上海细
胞研究所，人脑胶质瘤 CHG-5 细胞株（Ⅱ级）为第三军医大学病理科卞修武教授惠赠。




超净工作台 安泰公司 中国 
CO2培养箱                   Thermo Forma            美国 
倒置显微镜 Olympus 日本 
5415D 离心机 Biofuge 22R 德国 
5417R 低温离心机 Biofuge 22R 德国 
长风水浴箱 北京长风 中国 
台式离心机 Sigma 美国 
台式低温高速离心机 Biofuge 22R 德国 
培养板 Costar 美国 
电子天平 上海安亭 中国 
超低温冰箱 Thermo Forma 美国 
紫外分光光度计 Bio-Rad 美国 
pH 计(828 型) Orion 美国 














Minicycler PCR 仪 Bio-Rad 美国 
Bio-RAD 梯度 PCR 仪 Bio-Rad 美国 
Real-Time PCR Detection System MJ Research 美国 
凝胶成像分析系统  Bio-Rad 美国 
垂直电泳槽 Bio-Rad 美国 
 
2.主要试剂 
甘氨酸 Sigma 美国 
DMEM(高糖) Gibco 美国 
DMSO Sigma 美国 
小牛血清 杭州四季青                 中国 
Taq 酶 TaKaRa 日本 
AMV 逆转录酶 BioFlux 中国 
RT-PCR 试剂盒 TaKaRa 日本 
High pure miRNA 抽提试剂盒    Roche                    德国 
SYBR Premix EX TaqTM（Perfect Real Time） 
 TaKaRa 日本 
miRNA  Marker               Sigma 美国 
Trizol Invitrogen 美国 
DEPC   上海生工 中国 
PCR 引物 赛百胜 中国 
RNA 酶 北京中杉 中国 
EB 深圳晶美 中国 
氯仿 厦门化试公司 中国 
乙酸钠 厦门化试公司 中国 
 
3.主要试剂的配制 
(1) PBS (0.01mol/L，pH 7.4)：NaCl 8.00 g，KCl 0.20 g，KH2PO4 0.20 g，
NaH2PO4·12H2O 3.49 g，1 000 ml 三蒸水溶解，室温保存。 
(2) DMEM高糖培养液：DMEM高糖培养基干粉13.4 g，NaHCO3 3.7 g，溶于1000 
ml三蒸水中，混匀，用0.1 mol/L NaOH及0.1 mol/L HCl调pH至7.3，0.22 µm膜过滤除
菌，分装，-20 ℃保存。 
(3) 0.25 %胰酶溶液：精制胰蛋白酶0.25 g，溶于100ml PBS液中，混匀，0.22 µm
无菌过滤器过滤除菌，分装，-20 ℃保存。 
(4) DEPC处理水：加100 µl DEPC于100 ml水中，使DEPC的体积分数为0.1％。剧
烈摇动，使其充分溶解，室温放置24小时，高压灭菌，4℃贮存。 















(6) 50×TAE 电泳缓冲液：Tris 碱 242.0 g，冰乙酸 57.1 g，0.5 M EDTA 100.0 ml，
加蒸馏水至 1 000 ml，使用时稀释 50 倍。 
(7) 2.0%琼脂糖凝胶的配制：2.0 g 琼脂糖+100 ml 1×TAE 电泳缓冲液，微波炉中
火 3 min 至沸腾，熔化的琼脂物冷却至 60℃左右时加入 10 mg/ml 溴化乙锭 8.0 ul，充






⑴ 从液氮中取出细胞冻存管，直接投入 37℃温水中，并不时摇动使其尽快融化。 
⑵ 在超净台上打开瓶盖，用吸管吸出细胞悬液，加入培养瓶中，补充加入含 10%
小牛血清 DMEM 高糖培养液培养液约 5 ml。 
⑶ 混匀后转入离心管中低速离心(500-1000 rpm)3 分钟，弃去上清液，再加入完全
培养基 1-2 ml，将其移至培养瓶中，补完全培养液至 5 ml。 
⑷ 倒置显微镜下细胞计数后，放入湿度 100%、温度 37℃、5% CO2培养箱中培
养。 
⑸ 每 3-4 天换配养液一次。当细胞数达到 80%-90%瓶底融合度时进行传代培养。 
⑹ 选生长融合度为 80%-90%的细胞，弃培养瓶内的旧培养液。 
⑺ 用 37℃ PBS 液 3-4 ml 轻轻冲洗细胞后将 PBS 倒尽，加入 0.25%胰酶溶液 1 
ml。 
⑻ 镜下观察待细胞回缩，细胞间隙增大时终止消化。 
⑼ 弃胰酶溶液，加入含 10%小牛血清 DMEM 高糖培养液 5-10 ml，用吸管吹打使
细胞悬浮。 
⑽ 细胞悬液转如离心管，低速离心，倾去上清，以培养液重新悬浮细胞。以 1:2 至
1:5 比例分装到无菌培养瓶中，继续培养。 
⑾ 以后每 2-3 天换液 1 次，视接种的细胞密度不同而再次消化传代。 
2.处理细胞，送公司 
常规培养上述 2 种细胞，胰酶消化，分别收集对数生长期 2×106细胞，PBS 洗涤，
离心，溶于 Trizol 中，-20℃保存，干冰运输至北京博奥生物公司，委托其完成 microRNA 
array，采用 Affymetrix miRNA 表达谱芯片检测。 
 
（二）AFFX MiRNA 表达谱芯片实验 Protocol 
1.Affymetrix miRNA芯片实验主要试剂与仪器 
1）总RNA提取试剂：TRIzol试剂（Invitrogen，P/N 15596-018）；MirVana® miRNA 














2）单次循环靶标试剂盒：Affymetrix® GeneChip® miRNA 阵列 FlashTag™ Biotin 
RNA 标记试剂盒(Genisphere, FT30AFYB) ；控制杂交试剂盒Hybridization Control Kit 
(Affymetrix, P/N 900454) ； 
3）洗脱和染色试剂： 
水, 分子生物级别（BioWhittaker Molecular Applications / Cambrex, P/N 51200 ） 
蒸馏水（Invitrogen公司, P/N 15230-147）  
牛血清白蛋白溶液 (50 mg/mL), Invitrogen 公司, P/N 15561-020  
R-Phycoerythrin Streptavidin,分子探针，P/N S-866  
5M NaCl, RNase-free, DNase-free, Ambion, P/N 9760G  
20×SSPE (3M NaCl, 0.2M NaH2PO4, 0.02M EDTA), BioWhittaker 分子公司 / 
Cambrex, P/N 51214  
山羊IgG, Sigma-Aldrich, P/N I 5256  
抗链菌素抗体 (羊), P/N BA-0500  
Surfact-Amps 20 (Tween-20), 10%, Pierce Chemical, P/N 28320  
4）仪器 
Affymetrix ® Hybridization Oven 640  
Affymetrix ® Fluidics Station 450  
Affymetrix ® GeneChip® Scanner 3000  
5）软件：Affymetrix® GeneChip® Command Console™ 1.1 
 




试剂 目录号  规格  生产厂家  贮存条件  
Flashtag  FT30AFYB  30 Assays  Genisphere  -20℃  
1mM Tris Cl  N/A  100ml  Capitalbio  4℃  
 
表 2 仪器设备 
仪器 型号  生产厂家  
PCR仪  PTC-225  MJ  
紫外分光光度计  ND-1000  NanoDrop  
凝胶成像仪  CBC/UVP I-D001  CapitalBio  
 
2.1.2 操作步骤 
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